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En los ultimos afios el cultivo de la papa ha sido muy afectado por la punta
morada, enfermedad que se considera ser ocasionada por varios factores, entre los cuales
se encuentran fitoplasmas, transmitidos por insectos Hemiptera, de las familias
Cicadellidae y Psyllidae. Durante los afios 2003 y 2004, la incidencia de ésta
enfermedad se increment6 considerablemente, afectando al 100 por ciento de las plantas
como ocurrié en la region papera de Coahuila y Nuevo Leon. Existe poca informacion
cientifica relacionada con los vectores de fitoplasma que afectan la papa en México. Este
trabajo tuvo como objetivo determinar si Bactericerca cockerelli, Carsidara sp y C.
tenellus son capaces de transmitir fitoplasmas a plantas de papa y conocer el periodo de
incubacion de los fitoplasmas transmitidos por B. cockerelli a plantas de papa. Con la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se detecto la presencia de
fitoplasma en los cuerpos de los insectos y en las plantas infestadas por estos mismos,

resultado que demuestra que estos insectos son vectores de fitoplasma aunque con



diferentes porcentajes de eficiencia. Circulifer tenellus tuvo una eficiencia de 100 por
ciento, B. cockerelli y Carsidara sp. tuvieron una eficiencia de 75 y 12.5 por ciento
respectivamente. Las plantas infestadas con los insectos presentaron diversos sintomas,
donde el sintoma de la punta morada se presentaron en las plantas que fueron infestadas
con B. cockerelli. y C. tenellus. para las plantas infestadas con B. cockerelli se encontrd
que la incubaciéon del fitoplasma en dias y unidades calor, fue mayor cuando la
infestacion se realizo a los 22 dias después de la plantacion (ddp), que cuando la
infestacion se efectud a los 71 ddp, donde la incubacion del fitoplasma oscilo de 12 a 39

dias y de 190.8 a 497.85 unidades calor.

ABSTRACT
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In the last years the potato crop have been very affected by purple top disease,
which is considerated to be caused for various factors, between this factors are found
phytoplasmas, which are transmitted by Hemiptera insects of the families cicadellidae
and psyllidae. During the years 2003 y 2004 the incidence of this disease increased
considerablelly affecting the 100 percent of the plants, as happened in the potato region
of Coahuila y Nuevo Leon. To exist little information about phytoplasma vectors than

affecting the potato crop in Mexico. In this research our objectives were; to determine if



B. cockerelli, Carsidara sp. y C. tenellus are capable of transmitting phytoplasma to
potato plants and determining the period of incubation of the phytoplasma transmitted
by B. cockerelli in potato plants. With the polymerase chain reaction (PCR) were
detected the presence of phytoplasma in insects and plants infected by its, the results
demonstrated which these insects are vectors of phytoplasma although with different
efficiency percentage, where C. tenellus had an efficiency of 100 percent, B. cockerelli
and Carsidara sp. had an efficiency of 75 and 12.5 percent respectively. Plants infested
with the insects presented various symptoms, where purple top symptoms were
presented in plants infested with B. cockerelli y C. tenellus. In plants infested with B.
cockerelli was found than the incubation of the phytoplasma in days and heat units was
larger when the infestation was accomplished to the 22 days after of planting (dap)
which when the infestation was accomplished to the 71 dap. Where the incubation
period of the phytoplasma oscillated among 12 to 39 days and from 190.8 to 497.85 heat

units.
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Eficiencia de insectos vectores en la transmision de fitoplasmas de la punta morada
de la papa

Miguel Angel Salas-Marina®, Abiel Sanchez-Arizpe®, Oswaldo Garcia-Martinez’,
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Depto. De Parasitologia, Apdo. Postal
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Culiacan-Eldorado,  Culiacan,  Sinaloa, Meéxico; Alberto  Flores-Olivas®.
Correspondencia: msalas818@hotmail.com, aflooli@uaaan.mx

Resumen. El cultivo de la papa (Solanum tuberosum) es afectado por la enfermedad
Ilamada punta morada, la cual ha causado pérdidas considerables en la produccion de
papa. En Coahuila y Nuevo Ledn se han reportado dafios del 100 %. Se cree que la
enfermedad es causada por fitoplasmas transmitidos por insectos del orden Hemiptera.
En este trabajo nuestros objetivos fueron; determinar si B. cockerelli, Carsidara sp. y

Circulifer tenellus son capaces de transmitir fitoplasmas a plantas de papa y determinar
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el periodo de incubacién del fitoplasma transmitido por B. cockerelli en la planta de
papa. El analisis mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), indicaron que
los insectos fueron portadores de fitoplasmas y lo transmitieron a plantas de papa con
diferente porcentaje de eficiencia, C. tenellus tuvo una eficiencia de 100 %, B. cockerelli
y Carsidara sp. tuvieron una eficiencia de 75y 12.5 % respectivamente. En este trabajo
se reporta el periodo de incubacién del fitoplasma transmitido por B. cockerelli en dias y
unidades calor, desde la infestacion hasta la expresion de sintomas en las plantas. La
incubacion del fitoplasma oscilo de 12 a 39 dias y de 190.8 a 497.85 unidades calor
dependiendo de la edad de las plantas en que estas fueron infestadas.

Palabras claves: vectores, Solanum tuberosum, Bactericerca cockerelli, Circulifer

tenellus, PCR, Carsidara sp.

Abstract. The potato crop (Solanum tuberosum) affected by the purple top disease, has
caused important losses in potato production. In Coahuila and Nuevo Leon damages of
100 % have been reported. This is a disease that is believed to be caused by phytoplasma
transmitted by Hemiptera insects. In this research our objectives were; to determine if B.
cockerelli, Carsidara sp. and C. tenellus are capable of transmitting phytoplasma to
potato plants and to determine the period of incubation of the phytoplasma transmitted
by B. cockerelli in potato plants. The polymerase chain reaction (PCR) indicated that
insects were positive to phytoplasma and transmitted it, to potato plants with different

efficiency percentage. C. tenellus had an efficiency of 100 %. B. cockerelli and



Carsidara sp. had an efficiency of 75 and 12.5 % respectively. This research reports the
period of incubation of the phytoplasma transmitted by B. cockerelli in days and heat
units, since the infestation up to the expression of symptoms in the plants. The period of
incubation of the phytoplasmas oscillated among 12 to 39 days and from 190.8 to 497.85
heat units depending on the age of the plants in which they were infested.

Key words: vectors, Solanum tuberosum, Bactericerca cockerelli, Circulifer tenellus,

PCR, Carsidara sp.

INTRODUCCION

El cultivo de la papa ocupa el cuarto lugar en produccion a nivel mundial;
es una hortaliza importante, no solo por la superficie que se dedica a su cultivo,
si no por la cantidad de carbohidratos que aporta a la alimentacién humana,
siendo superada Unicamente por el maiz, trigo y arroz. La papa produce mayor
cantidad de alimento por unidad de superficie que cualquier cereal, (Biachini,
citado por Rascon, 1999). En México, dos hechos definen su importancia: el

valor alimenticio y los excelentes ingresos derivados de su comercializacion,



aspectos que se reflejan en una explotacion creciente en los ultimos afios

(Rascon, 1999).

En Meéxico existen varias regiones agricolas donde se cultiva este
tubérculo. La produccién nacional para el afio 2002 fue de 1, 221, 983 Ton,
siendo los principales estados productores (en porcentaje): Sinaloa 24, Sonora
14, Chihuahua 13, Nuevo Leén 13, Guanajuato 9, Veracruz 7, México 6, Jalisco
6 y Coahuila 5. En este ultimo estado se reporta una produccion de 52, 266

Ton, en el afio 2002. (SAGARPA, 2002).

En los ultimos afios el cultivo de papa ha sido afectado, entre otras, por

las enfermedades conocidas como punta morada y brote de hilo. Ambas estan



relacionadas entre si, pero asociadas a diferentes etapas del cultivo. En México
la punta morada ha sido catalogada como la segunda enfermedad de mayor

importancia (s6lo después del tizon tardio) de la papa (Martinez et al., 1999).

Durante los afios 2003 y 2004, la incidencia de esta enfermedad se
incrementd considerablemente, llegando al 100 por ciento en algunas areas
productoras de papa, como ocurrié en la region sur de Coahuila y Nuevo Ledn
donde las pérdidas fueron millonarias, ya que el rendimiento se redujo hasta en
90% en algunos lotes, con pérdidas hasta dell00 por ciento ya que los
tubérculos sufrieron un manchado interno por lo que perdieron su valor

comercial (Flores et al., 2004).

La punta morada se considera que es ocasionada por varios agentes,
entre los cuales se encuentran fitoplasmas. Este sindrome, disminuye la calidad
de los tubérculos al inducir acumulacion de metabolitos, ocasionandoles un
manchado interno que los hace inadecuados para la industria. Los fitoplasmas
son bacterias pleomorficas sin pared celular transmitidos por insectos del Orden
Hemiptera, entre los que se encuentran insectos de las familias Cicadellidae
(Auchenorryncha) y Psyllidae (Sternorryncha) (Cadena, 1996; Triplehorn y

Johnson, 2005).

Richards (1928), determin0 que la enfermedad conocida como
“amarillamiento de la papa” tiene como vector al psilido Bactericerca

(=Paratrioza) cockerelli (Sulc). Richards y Blood (1933), sefialaron que la



enfermedad esta asociada con los procesos de alimentacion de las ninfas. Por
otro lado las chicharritas son vectores importantes que pueden transmitir hasta
40 virus distintos, pertenecientes a las familias Rhabdoviridae y Reoviridae,
ademas de un grupo de geminivirus; también han sido reportados como
vectores de fitoplasmas. Los géneros mas importantes son Empoasca, Dalbulus

y Dicrella (Harris, citado por Ruiz, 1994; Metcalf y Flint, 1984)

En el &rea productora de papa de Coahuila y Nuevo Ledn no se sabe a
ciencia cierta que especies de psilidos y cicadélidos son transmisores de
fitoplasma. Existe informacion de especies de psilidos y chicharritas positivas
como posibles vectores de fitoplasmas asociados a la punta morada (Vargas,
2005), que es necesario confirmar, precizar si estos insectos son vectores de
fitoplasma y saber que sintomas se presentaran en las plantas infectadas con
cada uno de los insectos involucrados, razones por las cuales se planteo el

presente trabajo de investigacion para generar informacion al respecto.

Objetivos

e Ratificar si Bactericerca cockerelli, Carsidara sp. y Circulifer tenellus son
portadores de fitoplasma.

e Determinar si estos insectos son capaces de transmitir fitoplasmas a
plantas de papa.

e Determinar el periodo de incubacion en dias y unidades calor

respectivamente para los fitoplasmas transmitidos por B. cockerelli



REVISION DE LITERATURA

Origen de la papa

El genero Solanum es muy vasto (alrededor de 1000 especies) y
ampliamente distribuido en el mundo; sin embargo, hay una fuerte
concentracion de especies en América del Sur y América Central. Las
solanaceas tuberosas no representan mas de 10 por ciento del genero
Solanum; se conocen alrededor de 200 especies repartidas en 21 series
taxondmicas; se les encuentra desde las montafas hasta el sur de Chile, sobre
todo en las zonas elevadas, aunque algunas especies se encuentran en las
llanuras de Argentina, Uruguay y del sur de Brazil, en el litoral peruano y chileno

del pacifico (Rousselle et al., 1999).

Huaman et al. (1988) coinciden con lo estudiado por Vavilov en 1951
respecto a que el centro de origen de la papa esta localizado en la tierra alta de
Peru, habiéndose extendido por el sur de Bolivia, Argentina y Chile; por el norte,
hacia Ecuador, Colombia, Guatemala y México: de estas regiones fue
introducida a Europa por los conquistadores espafioles a finales del siglo XVI,
de donde se extendi6 al mundo en pocos siglos. Una vez distribuida

mundialmente ha sido muy util como alimento humano.



Utilizacién

La mayoria de la papa producida en el mundo se consume en fresco,
pero en los paises mas desarrollados cada vez es mas alto el porcentaje de
papa que se procesa de diferentes maneras para su aprovechamiento posterior.
Actualmente, en la industria de la papa, aunque las técnicas han evolucionado,
los principios siguen siendo los mismos, papas trozadas congeladas y hojuelas
deshidratadas y a los que hay que afadir otros sistemas de deshidratacion y de

conservacion mediante fritura y coccion respectivamente (Alonso, 1996).

Importancia

El cultivo de la papa constituye una fuente importante de ingresos para
los agricultores, ademéas de generar empleos para los trabajadores agricolas
gue abarca todas las labores de cultivo y de postcosecha como cargadores,

transportistas y comerciantes (Rocha, 1985).

En México, el consumo per capita de papa es de 12.5 kg, sin embargo
comparado con el de otros paises como Estados Unidos (58.4 kg) u Holanda
(58.8 kg), resulta relativamente bajo; la papa ocupa el sexto lugar de
importancia como alimento de los mexicanos (Rangel, 1995). Reconociéndose
gue es un cultivo altamente redituable pero también uno de los cultivos

horticolas mas afectado por las enfermedades.



Enfermedades de la papa

La papa es atacada por enfermedades originadas por hongos, virus y
viroides, bacterias y fitoplasmas. Estos patdégenos, al infectar el follaje, las
raices y/o los tubérculos, provocan debilitamiento de las plantas, muerte

prematura y/o mala calidad de los tubérculos (Rousselle et al., 1999).

Con la papa nace el interés por el estudio de las enfermedades de las
plantas como consecuencia de la epidemia de tizon tardio, ocasionado por
Phytophthora infestans que azotdé Europa desde 1842; tuvo su maxima
expresion en 1845-1846 en Irlanda, e hizo perder la totalidad de las cosechas,
provocando la muerte por inanicion de miles de campesinos del norte de

Europa (Montaldo, 1984).

Las enfermedades de gran importancia econdémica para el cultivo de la
papa son; el tizon tardio causada por P. infestans (Mont De Bary); tizén
temprano ocasionado por Alternaria solani (Ell. Sor); rhizoctonosis provocada
por Rhizoctonia solani (Kihn); fusariosis ocasionada por varias especies del
genero Fusarium como F. oxysporum y F. sambucinum; verticiliosis ocasionada
por Verticillium allbo-atrum; ademas de virus como el del enrollamiento de la
papa (PLRV por sus siglas en ingles); el virus “Y” de la papa (PVY) y el virus “X”
de la papa (PVX por sus siglas en ingles). En los ultimos afos la enfermedad

punta morada de la papa, causada por un fitoplasma se ha convertido en una



de las mas importantes para la produccion de papa en el pais, la cual se

describe a continuacién, (Rousselle et al., 1999; Flores et al., 2004).

Punta Morada de la Papa

La punta morada de la papa (PMP), fue reconocida inicialmente en
Canada durante 1933, pero fue hasta 1953, cuando se registraron incidencias
de 20 a 75 por ciento en papa; en 1954 las pérdidas en la produccién comercial
de papa fueron cuantiosas en Canada y Estados Unidos de Norte América
(USA), ya que los tubérculos utilizados como semilla produjeron el sintoma de
“‘Brote de Hilo” (BH), causando que las plantas que lograron desarrollar no

produjeran tubérculos adecuadamente (Cadena, 1993).

En parte, la descripcion del sindrome del amarillamiento de la papa
reportado por Hartaman (1937), coincide con lo que en México se ha reportado
como el efecto de al menos los fitoplasmas PMP y BH en papa (Leyva y

Martinez, 2001).

Garzén et al. (2004), afirman que los fitoplasmas de la PMP y BH se
introdujeron a México en semilla proveniente de USA, posiblemente en los afios
50’s del siglo pasado, y aunque la literatura reporta que el fitoplasma que causa
la PMP en papa, no se transmite por semilla vegetativa, estudios recientes

realizados en México, lo evidencian (Flores et al., 2004).



El fitoplasma causal de la punta morada de la papa, ha sido asociado al
grupo | del amarillamiento del aster (Wester Aster Yellow). Leyva y Martinez
(2001), concluyeron que las enfermedades PMP y BH, son causadas por
diferentes fitoplasmas, basandose en el andlisis de la secuencia del gen 16S
ribosomal de fitoplasmas, que al ser comparadas con otras secuencias de éste
grupo de patdégenos en el banco de datos, permitio asociar a la PMP con el
amarillamiento del aster del grupo |, y a “BH” con fitoplasmas del grupo Il, de la

clasificacion internacional de fitoplasmas (Garzén, 2003; Garzén et al., 2004).

Sintomatologia

Flores et al. (2004), mencionan que los sintomas provocados por esta
enfermedad, varian, dependiendo del 6rgano de la planta afectado, estado
fenoldgico del cultivo y condiciones de medio ambiente que rodean al mismo.

En seguida se describen los sintomas en tubérculos y plantas.

Tubérculos

En los tubérculos infectados, se observa un rayado generalizado
conocido como papa rayada o papa manchada, estas rayas o manchas pueden
ser leves o cubrir totalmente el interior del tubérculo; los tubérculos infectados,
con sintomas o0 asintomaticos, cuando se usan como semilla, pueden
manifestar tres caracteristicas: a) producen un brote normal, b) no brotan, c)

brotan con “brote de hilo” (Flores et al., 2004). Se ha demostrado que los



sintomas descritos previamente pueden ser causados por fitoplasmas y también
por el efecto de la toxina del psilido de la papa (Maramorosch; Arslan;

Asscherman et al., Citados por Almeyda et al., 2004).

Plantas

Las plantas pueden manifestar la enfermedad desde los 20 dias después
de la emergencia, dependiendo de la fecha de infeccion y de las condiciones de
nutricion, y humedad. Muestran acortamiento de entrenudos, coloracién amarilla
y/o morada en los margenes de las hojas apicales principalmente, proliferacion
de brotes axilares con una hinchazén basal y el tallo tiene forma de raquis

(Flores et al., 2004; Lee et al., 2004).

Estos sintomas son mas evidentes 40 dias después de la emergencia y
en adelante, lo que quiz4 tenga que ver con el arribo previo de insectos
vectores de fitoplasmas que se alimentan de la savia de plantas de papa, y al
hacerlo inoculan el o los fitoplasmas. En sintomas muy avanzados, los tallos
subterraneos, estolones y raices, manifiestan una coloracion café oscura del
sistema vascular (Flores et al., 2004). La produccion de tubérculos aéreos,
pequefios y deformes como producto del taponeamiento del sistema vascular,
es muy comun (Arslan et al.,, 1985). La planta enferma toma al final una
apariencia de marchitez con un tono amarillento a morado apagado y muere
prematuramente (Cadena y Galindo, 1985). De acuerdo a lo anterior es

necesario saber como son y como se descubrieron los fitoplasmas



Fitoplasmas

El agente causal de la punta morada y del brote de hilo de la papa
(Martinez et al., 1999), pertenecen al grupo de microorganismo conocidos como
fitoplasmas. Estos patégenos fueron descubiertos hace poco mas de tres
décadas por un grupo de cientificos japoneses: en 1967, estos
microorganismos fueron observados con el microscopio electronico en el floema
de plantas infectadas, pero hasta ese momento se pensaba que eran virus (Doi

et al., 1967).

Morfologia

Los fitoplasmas son organismos pleomorficos que se asemejan a los
micoplasmas tipicos hallados en animales y humanos, pareciéndose a los que
viven saprofiticamente (Ploaie, 1981). Estos organismos se encuentran en las
células cribosas (Harrison, 1996). Algunas veces en las células parénquimaticas

del floema de plantas infectadas (Martinez et al., 1999).

Martinez et al. (1999), citan a Wright, quien menciona que los fitoplasmas,
en seccion transversal, aparecen como cuerpos pleomorficos con un diametro
promedio de 50 a 1000 nm. Pero los resultados de secciones seriales de
elementos cribosos de tejidos infectados con fitoplasma demostraron que

muchos son filamentosos, a veces bifurcados, carentes de pared celular y



rodeados de una unidad de membrana de 95 a 100 Anstron de espesor (Lee et

al., 2000).

La presencia simultanea de individuos pequefios y grandes en la misma
célula del floema, sugieren diferentes estados de desarrollo, y una propagacion
por fisidn binaria, gemacion o fragmentacion (Martinez et al., 1999). Las células
no poseen flagelos, ni forman esporas y son gram negativas, resistentes a la
penicilina, pero susceptibles experimentalmente a la tetraciclina, cloranfenicol y
eritromicina (Agrios, 1996). Hoy en dia estos microorganismos microscopicos se

encuentran provocando enfermedades en muchos cultivos (Mccoy et al., 1989).

Importancia econdmica de las enfermedades causadas por fitoplasmas

Muchas enfermedades asociadas a fitoplasmas han sido reportadas
desde el descubrimiento de este tipo de patdgenos (Doi et al., 1967; Lee et al.,
1998) y se ha demostrado que causan mas de 200 enfermedades diferentes en
varios cientos de especies de plantas (Agrios, 1996; Berges, 2000). Estas
enfermedades constituyen el principal factor limitante en la produccion de
muchos cultivos de importancia econdémica en todo el mundo, incluyendo
vegetales, frutales, ornamentales, arboles maderables y de sombra (Lee et al.,
2000) continuando el constante surgimiento de nuevas enfermedades en varias

regiones geograficas (Agrios, 1996).



El fitoplasma del amarillamiento del aster es la principal causa en la
pérdida econémica de muchos cultivos vegetales como lechuga, zanahoria y
apio, asi como en plantas ornamentales; gladiolo, hidrangea y aster China, en
Norteamérica y parte de Europa; el enanismo amarillo del arroz provoca la
pérdida del cultivo en algunas regiones del sureste de Asia; las enfermedades
escoba de bruja de la papa y el enanismo arbustivo del maiz originan pérdidas
de los cultivos de la papa y maiz en Centro y Suramérica; la pérdida de la papa
dulce en Asia y en Australia esta relacionada con la escoba de bruja en este
cultivo y enfermedades relacionadas; la escoba de bruja de la yuca ocasiona la
pérdida del cultivo en Sudamérica; el amarillamiento de la vid causa pérdida de
produccién en Europa y Australia; el decaimiento del peral, la proliferacion del
manzano y el decaimiento de otros frutales producen mermas en la produccién
de frutas frescas en los Estados Unidos y Europa; enfermedades en legumbres
tales como: escoba de bruja del cacahuate, filodia del sésamo y la soya inducen
mermas en Asia y el amarillamiento del olmo, escoba de bruja, paulownia, el
amarillamiento letal del cocotero y el enanismo de la mora causan perdidas de
estos tres cultivos en diferentes continentes (Lee et al, 2000). La escoba de
bruja en chayote afecta en muchos paises de centro y Suramérica, donde se
produce este cultivo (Montano et al., 2000). Ademas, se demostré que varias
enfermedades, entre ellas, la enfermedad persistente de los citricos y el
achaparramiento del maiz, son producidas por espiroplasmas (Agrios, 1996).
Los fitoplasmas no se transmiten en forma mecanica y hoy en dia los

mecanismos de transmision que se conocen son:



Transmision por injerto

Esta se logra rapidamente entre plantas compatibles; el injerto permite
una gran cantidad de in6culo y se ha utilizado como uno de los medios rapidos
de plantas filtrantes para la presencia de fitoplasmas. Las técnicas de injertos
gue son utilizadas incluyen implantacion de tejidos (Dimock et al., 1971), brotes,
partes de corteza, diversas técnicas de asociacion, adhesién y construccion de
puentes; las plantas dicotiledones, herbaceas y maderables pueden ser
injertadas. Sin embargo, el injerto no es practicable en monocotiledéneas. Se
asume gque todas las enfermedades causadas por fitoplasmas se transmiten por
injerto planta a planta dentro de los limites de la compatibilidad de tejidos ya
gue se encuentran y multiplican en el floema de sus hospederos (Ploaie, 1981).
Este mismo autor logro transmitir 15 cepas de fitoplasma de Catharanthus
roseus L. a Catharanthus roseus, tomate a tomate y de tabaco a tabaco con un

100 por ciento de eficiencia.

Transmision por insectos

La enfermedades provocadas por fitoplasmas son dispersadas
principalmente por insectos chupadores de savia, vectores pertenecientes a las
familias Cicadellidae, Fulgoridae y Psyllidae; estos insectos se alimentan de los
tejidos del floema, donde adquieren el fitoplasma y lo transmiten de planta a

planta, las cuales sirven de reservorios del patdbgeno durante el invierno, o lo



transmiten a plantas perennes que servirdn de fuente de in6culo para la

siguiente primavera (Tanne et al., 2001).

Algunas especies de insectos vectores de fitoplasma son; Macrosteles
fascifrons, vector del amarillamiento del aster (McCoy et al., 1989). Orosius
albacinctus y anaceratagallia laevis que transmiten fitoplasmas a papa y
albaricoque (Tanne et al., 2001). Otras especies donde se han detectado
fitoplasma son; Carsidara sp., Empoasca fabae, Oncometopia nigricans,
Aphrodes bincinctus y Bactericerca cockerelli considerando a este ultimo como
vector potencial de la punta morada de la papa (Kunkel, 1926; Vargas, 2005;
Almeyda et al., 2004). En México se considera a B. cockerelli como el vector
mas importante de fitoplasma en papa. A continuacion se describen algunas de

sus caracteristicas.

Bactericerca cockerelli (Sulc)

También llamado pulgén saltador, psilido de la papa o del tomate o
psilido del nuevo mundo (Crawford, 1914), fue originalmente nombrado como
Trioza cockerelli en 1909. En México hay antecedentes de este insecto desde
1947, cuando Pletsch reportdé haberlo encontrado en los Estados de Durango,
Tamaulipas y Michoacéan; posteriormente se le detecto en los Estados de
México y Guanajuato, donde se le bautizé como “Pulgén saltador” (Garzén et

al., 2005).



Biologia y habitos

La hembra oviposita mas de 500 huevecillos en el envés y bordes de las
hojas, adheridos por un pequefio pedicelo; requieren de tres a 15 dias para
incubar; la ninfa pasa por 4 instares en 14 a 17 dias, requiriéndose alrededor de
30 dias desde la copula hasta la formacién del nuevo adulto (Garza y Rivas,

2003).

Los estudios de este insecto como vector del fitoplasma en tomate,
indican que puede adquirir el patégeno a partir de 15 minutos de permanecer
alimentdndose de la planta infectada y que la mayor eficiencia se tiene a partir
de las dos horas. Se desconoce el tiempo que requiere el insecto para transmitir

el patdgeno una vez que lo ha adquirido (Garzon et al., 2005).

Hospederos

El psilido tiene un amplio rango de hospedantes cultivados y silvestres.
Ataca a las solanaceas, aunque el cultivo de la papa es de los mas preferidos
por las hembras para ovipositar sus huevecillos. Se considera que el ciclo
biologico del insecto no varia en los cultivos de papa y tomate, sin embargo, el
estado ninfal es mas prolongado en especies de plantas que no pertenecen a la

familia antes sefialada, como es el caso de maleza (Avilés et al., 2003).



Aungue el psilido se encuentra principalmente en la familia Solanaceae,
también ataca algunas especies de las siguientes familias: Amaranthaceace,
Asclepiadaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Violaceae Chenopodiaceae,
Convolvulaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Lycophyllaceae, Malvaceae,
Menthaceae, Pinaceae, Poaceae, Polygonaceae, Ranunculaceae, Rosaceae,

Salicaceae, Scrophulariaceae y Zygophyllaceae (Avilés et al., 2003).

Dafos

Este insecto ocasiona dos tipos de dafos: el toxinifero o directo y el
indirecto, como transmisor de fitoplasmas. El primero se manifiesta cuando el
insecto se alimenta de la planta y succiona sus jugos ocasionando que esta no
se desarrolle y se torne de color amarillo (Avilés et al., 2003). La toxina del
psilido dafia a células que producen clorofila en las hojas por lo que las plantas
se tornan amarillentas y raquiticas. Por otro lado, el fitoplasma es un organismo
infeccioso, microscépico, mas grande que un virus. México es el Unico pais
donde se ha reportado al pulgdn saltador como vector de fitoplasmas ya que en
el resto del mundo se le conoce Unicamente por su efecto toxinifero en papa y
tomate (Garzoén, 2003a). Las enfermedades conocidas como “punta morada” en
papa y “Permanente del jitomate” en tomate, en los ultimos afos han
ocasionado pérdidas en la produccion de estas hortalizas, hasta de un 45 por
ciento (en tomate) a nivel nacional (Garza y Rivas, 2003). Pérdidas que son

ocasionadas por la toxina o fitoplasma transmitido por este insecto.



Dafios originados por la toxina

Richards (1928), mencion6 que el "amarillamiento de la papa" se debia
a los procesos de alimentacion de las ninfas en la planta, que inyectan toxinas
por el estilete, lo que se confirma al retirar las ninfas de las hojas, pues los
sintomas desaparecen lentamente y la planta tiende a recuperar su color verde
normal. Entre los aflos 30 y hasta los 90 del siglo pasado, diversos
investigadores han venido aportando mayores elementos sobre el efecto de las

toxinas de B. cockerelli en las plantas de papa y tomate (Garzén, 2003b).

Dafos originados por el fitoplasma

Al menos cinco enfermedades se han asociado a fitoplasmas en tomate
y papa; cuatro de éstos son transmitidos por chicharritas y uno por B. cockerelli.
En tomate se han descrito al amarillamiento del aster, transmitido por una
chicharrita y la macroyema del tomate, cuyo fitoplasma es transmitido por la
chicharrita café; un tercer fitoplasma es el que en México causa la enfermedad
"permanente del tomate”, que es transmitido por el pulgon saltador; éste, al
igual que su vector, fue descubierto por investigadores mexicanos en los afios
80’s y en este siglo XXI, se demostrd cientificamente que era un fitoplasma

(Almeyda et al., 2002; Garzén, 2003a).

Una cuarta enfermedad recientemente denominada "declinamiento del

tomate", y de la cual se desconoce el agente causal y sus vectores, se ha



reportado en el Valle Imperial e invernaderos del sur de Texas y cuyos sintomas
coinciden con los descritos para el permanente del tomate en lo que respecta al

aborto de flor, hojas quebradizas y enrolladas hacia arriba (Garzén, 2003b).

La principal enfermedad que afecta al cultivo de la papa es la “punta
morada”, que originalmente fue descrita en el cultivo de papa en USA. En
México, una enfermedad similar en papa, se le dio el mismo nombre, pero
estudios moleculares del ADN recientes, demostraron que es causada por un
fitoplasma, pero diferentes a los reportados para USA, en México el agente
causal de la punta morada de la papa, parece ser que es transmitida por el
pulgdén saltador y no por chicharritas como en aquel pais, y que tanto el
fitoplasma del permanente del tomate como el de la punta morada de la papa,

pueden ser parientes cercanos (Garzén, 2003a).

El diagnostico visual es dificil puesto que los sintomas causados por
fitoplasmas y el psilido de la papa, son similares (Maramorosch, 1998; Arslan et
al.,, 1985; Asscherman et al., 1996). Actualmente se ha implementado un
meétodo para el diagnostico de los fitoplasmas utilizando la metodologia de

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), (Almeyda et al., 1999).

Deteccidn de fitoplasmas



La PCR ha mostrado ser una técnica sensible y especifica basada, en el
uso de oligonucleétidos como iniciadores de polimerizacién, flanqueando a la

region de DNA de interés en detectar (Faloona y Mullis, 1987).

Una serie repetitiva de variaciones de temperatura (ciclos) que incluye
desnaturalizacion del templado, alineamiento de los oligos y la extension de los
oligos alineados por la polimerasa de ADN, da como resultado una acumulacion
del fragmento especifico, donde el producto de la extensién del primer ciclo
sirve como temple en el siguiente. En este método también se puede variar la
especificidad utilizando oligos “degenerados” que tienen el potencial de unirse a

varios tipos de ADN/ARN (Ibéfiez et al., 1993).

Almeyda et al. (2001), utilizaron esta técnica para detectar la presencia
de fitoplasma en diferentes especies de plantas en México, utilizando los pares
de iniciadores MMF/MMR, R16F2/R16R2, P1/Tint, P1/Bltvaint, P1/Ayint, P1/P7

y P3/P7.

Almeyda et al. (2004), utilizaron la técnica de PCR, en su modalidad de
PCR secuencial; a esta técnica también se le conoce como “PCR anidado” o
“‘Nested-PCR”, para detectar fitoplasma en insectos. En el primer ciclo de
amplificaciones se utilizaron los iniciadores P1/P7 y en el segundo ciclo de
amplificacion se utilizaron los pares de iniciadores R16mF2/R16mR1,

R16F2/R16R2 y R16F2/MMR.



Eficiencia de insectos vectores en la transmision de fitoplasmas de la punta morada
de la papa
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Resumen. El cultivo de la papa (Solanum tuberosum) es afectado por la enfermedad
Ilamada punta morada, la cual ha causado pérdidas considerables en la produccion de
papa. En Coahuila y Nuevo Ledn se han reportado dafios del 100 %. Se cree que la
enfermedad es causada por fitoplasmas transmitidos por insectos del orden Hemiptera.
En este trabajo nuestros objetivos fueron; determinar si B. cockerelli, Carsidara sp. y
Circulifer tenellus son capaces de transmitir fitoplasmas a plantas de papa y determinar
el periodo de incubacién del fitoplasma transmitido por B. cockerelli en la planta de
papa. El analisis mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), indicaron que
los insectos fueron portadores de fitoplasmas y lo transmitieron a plantas de papa con
diferente porcentaje de eficiencia, C. tenellus tuvo una eficiencia de 100 %, B. cockerelli
y Carsidara sp. tuvieron una eficiencia de 75y 12.5 % respectivamente. En este trabajo
se reporta el periodo de incubacién del fitoplasma transmitido por B. cockerelli en dias y
unidades calor, desde la infestacion hasta la expresion de sintomas en las plantas. La
incubacion del fitoplasma oscilo de 12 a 39 dias y de 190.8 a 497.85 unidades calor

dependiendo de la edad de las plantas en que estas fueron infestadas.
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Palabras claves: vectores, Solanum tuberosum, Bactericerca cockerelli, Circulifer

tenellus, PCR, Carsidara sp.

Abstract. The potato crop (Solanum tuberosum) affected by the purple top disease, has
caused important losses in potato production. In Coahuila and Nuevo Leon damages of
100 % have been reported. This is a disease that is believed to be caused by phytoplasma
transmitted by Hemiptera insects. In this research our objectives were; to determine if B.
cockerelli, Carsidara sp. and C. tenellus are capable of transmitting phytoplasma to
potato plants and to determine the period of incubation of the phytoplasma transmitted
by B. cockerelli in potato plants. The polymerase chain reaction (PCR) indicated that
insects were positive to phytoplasma and transmitted it, to potato plants with different
efficiency percentage. C. tenellus had an efficiency of 100 %. B. cockerelli and
Carsidara sp. had an efficiency of 75 and 12.5 % respectively. This research reports the
period of incubation of the phytoplasma transmitted by B. cockerelli in days and heat
units, since the infestation up to the expression of symptoms in the plants. The period of
incubation of the phytoplasmas oscillated among 12 to 39 days and from 190.8 to 497.85
heat units depending on the age of the plants in which they were infested.

Key words: vectors, Solanum tuberosum, Bactericerca cockerelli, Circulifer tenellus,

PCR, Carsidara sp.

INTRODUCCION
El cultivo de papa es afectado, entre otras, por las enfermedades conocidas como punta
morada y brote de hilo. Ambas estan relacionadas entre si, pero asociadas a diferentes

etapas del cultivo. En México, la punta morada ha sido catalogada como la segunda



enfermedad de mayor importancia (sélo después del tizén tardio) (Martinez et al., 1999).
Sin embargo, durante los afios 2003 y 2004, la incidencia de esta enfermedad se
incremento considerablemente, llegando al 100% en algunas areas productoras de papa,
como ocurrié en la region sur de Coahuila y Nuevo Ledn, ya que el rendimiento se
redujo hasta en 90% en algunos cultivares y los lotes que lograron cosecharse,
presentaron un manchado interno en los tubérculos que no tuvieron valor comercial, por
lo que las pérdidas fueron practicamente del 100 % (Flores et al., 2004). La primera
referencia académica sobre fitoplasma en los Estados Unidos, data de 1915 (Younkin,
1943). Kunkel en 1926, describio la primera enfermedad de amarillamiento asociandola
a virus, razén por la que antes de 1967, todas las enfermedades de las plantas que
presentaban sintomas de amarillamiento fueron asociadas a virus. En ese mismo afio Doi
y su grupo de colaboradores observaron por primera vez a los fitoplasmas en tejidos
vegetales, eliminando el concepto de ser causadas por virus (Doi et al., 1967).
Actualmente los fitoplasmas han sido asociados a cientos de enfermedades en las plantas
(McCoy et al., 1989), originalmente se les denomin6 como organismos tipo a
micoplasmas (MLO’s) (Haggins y Sinha, 1978). Los fitoplasmas son transmitidos por
injertos y por insectos vectores que se alimentan del floema; algunas familias de insectos
en las que se encuentran los generos vectores de fitoplasma son Cicadellidae, Fulgoridae
y Psyllidae. En Europa los psilidos han sido reportados como vectores de enfermedades
en arboles frutales (Caudwell y Larrue, 1977; Maixner y Reiner, 1999; Boudon et al.,
1989; Fos et al., 1986; Fos et al., 1992; Sforza et al., 1998), sin embargo, muchos
insectos pueden adquirir los fitoplasmas y espiroplasmas de las plantas infectadas, pero
no son capaces de transmitirlos a plantas sanas (Albanese et al., 1997). La distribucién

y progreso de las enfermedades causadas por fitoplasmas estan muy influenciada por la



densidad de in6culo y la actividad de los vectores; asi, el fitoplasma del amarillamiento
del Aster es transmitido por Macrosteles fascifrons a mas de 200 especies de plantas
pertenecientes a diferentes familias botanicas (McCoy et al., 1989). Tanne et al. (2001)
encontraron que los cicadelidos Orosius albacinctus y Anaceratagallia laevis
transmitieron fitoplasma a albaricoque y papa, detectando también el fitoplasma en la
saliva secretada por el insecto. Ramirez y Ramos (1978), en un estudio realizado en
Texcoco, México, reportan a las chicharritas asociadas a la papa (Agallia barreti,
Aceratagallia  fuscoscripta, Idiocerus sp., Draeculachephala crassicornis,
Carneochepala sagittifera, Keonella confluens y Empoasca fabae), como probables
transmisores de la punta morada. En México, en afos recientes, se han detectado dafios
por Bactericerca cockerelli (Hemiptera: Psyllidae) en casi todas las zonas productoras
de papa, (con excepcion de Sonora, Sinaloa y Jalisco), estimando que afecta el 70 % de
la superficie sembrada (Rubio et al., 2002). Martinez et al. (1999), reportaron que en
México las pérdidas ocasionadas por la punta morada de la papa varia del 30 al 100 %,
afectando ademés la viabilidad de los tubérculos que se usan como semilla en el
siguiente ciclo. Debido a que existe poca informacion cientifica relacionada con los
vectores de los fitoplasmas que afectan a la papa en México y sus periodos de
incubacion, desde la infestacion hasta la expresion de sintomas, se planted el presente
trabajo de investigacion para generar informacion cientifica, que impacte en la
generacion de alternativas de manejo de la enfermedad; para llevar acabo esto, se
plantearon los siguientes objetivos: a) determinar si B. cockerelli, Carsidara sp. y C.
tenellus son capaces de transmitir fitoplasmas a plantas de papa y b) conocer el periodo

de incubacidn de los fitoplasmas transmitidos por B. cockerelli.



MATERIALES Y METODOS

Colecta de los insectos.- Los insectos que se utilizaron por considerarlos probables
vectores de fitoplasma fueron B. cockerelli., Carsidara sp. (Homoptera: Psyllidae) y C.
tenellus (Cicadellidae). Los especimenes de B. cockerelli se colectaron en un lote donde
el 100 % de las plantas de papa presentaban sintomas de punta morada; insectos del
género Carsidara sp. se colectaron en plantas cominmente conocido como hojasén
(Flourensia cernua), en San Rafael, Nuevo Leodn. Los especimenes de C. tenellus se
colectaron de maleza y papas mostrencas del Rancho el Poleo, ubicado en Huachichil,
Arteaga, Coahuila, en un lote donde el ciclo anterior se cultivd papa y que fue
severamente afectado por la punta morada. Los insectos se colocaron en vasos
desechables cubiertos con tela de organza sujetada con una banda de caucho y se
confinaron en un recipiente térmico con hielo para inactivarlos y trasladarlos al
invernadero del Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria

Antonio Narro (UAAAN), con el objeto de infestar a las plantas de papa axénicas.

Manejo e infestacion de plantas sanas. Se utilizaron plantulas de papa variedad
Mundial, obtenidas de un laboratorio de cultivos de tejidos certificado, para garantizar
plantas libres de fitopatdgenos. Las plantulas se aclimataron en recipientes de 0.237 kg,
conteniendo como sustrato musgo de pantano estéril, durante 15 dias, a 20 °C y luz
artificial continua. Posteriormente, estas se trasplantaron el 10 de junio de 2005 a camas
del invernadero cubiertas con propileno, colocando cuatro plantas para cada una de las
cuatro fechas de infestacion dando un total de 16 plantas por insecto evaluado. La
colocacion de cada tipo de insecto se realizé en plantas de una sola cama para evitar

cualquier mezcla entre insectos, las fechas de infestacion fueron a los 12, 21, 40 y 54



dias después del transplante, colocando 10 especimenes de cada especie de insecto por
planta, manteniéndose en observacion para cuantificar los dias y registrar cuando
aparecian los sintomas de la enfermedad.

Los insectos murieron en 48 horas. Por cada fecha de infestacion se conservaron
muestras de insectos a los que posteriormente se analizaron por PCR, con el objeto de
determinar si eran portadores del fitoplasma. En el invernadero se colocd un termémetro
de maximas y minimas, para relacionar los tiempos en que se presentaron los sintomas
cuando la transmision fue positiva. La transformacion de la temperatura a unidades calor
se realizo por medio de la formula; UC = Temperatura maxima+ Temperatura minima/2
— UTI (10 °C). (UC = unidades calor, UTI = umbral de temperatura inferior de la planta
de papa).

Anélisis de laboratorio. De cada fecha de infestacion y de cada tratamiento, se tomaron
muestras de brotes axilares, tallos, estolones y hojas cada ocho dias iniciando
inmediatamente después de la infestacion hasta el final del ciclo del cultivo. La
extraccion de ADN y pruebas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se
realizaron en el laboratorios de Parasitologia Molecular de la UAAAN y de la Unidad de

Investigacion en Biologia Celular y Molecular del Instituto Nacional de Investigacion
Forestal, Agricola y Pecuaria (INIFAP), ubicado en la Facultad de Ciencias Biologicas
de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. La técnica de extraccion de acidos
nucleicos (ADN) para las muestras, fue la descrita por Almeyda et al., (2001). En la
extraccion de ADN de las plantas se utilizaron 250 miligramos de tejido vegetal y en
insectos se utilizaron 20 especimenes por muestra.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La deteccion de los fitoplasmas se

realizd por medio de la técnica de PCR en su modalidad de PCR-Secuencial. En el



primer ciclo de amplificacion se utilizo el par de iniciadores P1/P7 a (5'-
AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3/5-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3") y en
el segundo ciclo se utilizo el par de iniciadores R16mF2/R16mR1 (5 -
CATGCAAGTCGAACGGA-3'/5° CTTAACCCCAATCATCGAC-3"). Las PCR’s se
realizaron en un volumen final de 25 pl, usando 50 ng de ADN, 12.5 pMoles de cada
iniciador, solucion de PCR al 1X, MgCl, a 2mM, dNTP’s a 200 uM y 1.5U de Tag-
Polimerasa. En el segundo ciclo de amplificacion se realizé una dilucién 2:40 del primer
ciclo de amplificaciones y se utilizaron 2l como DNA molde. Las PCR’s se realizaron
en un termociclador MJ Research con el programa: un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 94 °C por dos minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por un
minuto, alineamiento a 50 °C por 30 segundos, extensién a 72 °C por un minuto y 30
segundos y un ciclo final a 72 °C por 10 minutos. Los productos de las PCR’s fueron
fraccionados en un gel de agarosa al 1.5 %, el cual se tifio con bromuro de etidio (0.5

pg/ml) y visualizado en un transluminador de luz UV.

Andlisis estadistico. Se realiz6 un analisis estadistico a las variables, eficiencia de
transmision y fecha de infestacion; para esto se utilizd un disefio bloques al azar,
realizdndose después una prueba de Tukey al (P> 0.01). Para el periodo de incubacién
en dias y unidades calor, se realizo una regresion lineal simple (P<0.05), relacionando
edad de las plantas en que fueron infectadas y dias en que se expresaron los sintomas.
RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion de fitoplasmas en papa e insectos y su transmision a plantas de papa. En
la Figura 1 se muestra una fotografia en la que se observa la amplificacion de secuencias

especificas de ADN de fitoplasmas. Los carriles 2, 3y 4 corresponde a muestras de los



insectos en estudio (Carsidara sp., B. cockerelli, y C. tenellus), los carriles 5, 6 y 7
corresponden a muestras de plantas de papa infestadas con cada una de las especies de
insectos respectivamente, donde se corrobora que estos insectos transmiten el fitoplasma
a plantas de papa. La Figura 2 representa el porcentaje de eficiencia con la que los
insectos pueden transmitir el fitoplasma a plantas de papa. Se observa que B. cockerelli
y C. tenellus fueron mas eficientes en la transmision de fitoplasma que Carsidara sp.

con 75, 100 y 12.5 % de eficiencia de transmision respectivamente. Estadisticamente B.

cockerelli y C. tenellus fueron iguales (Tukey P< 0.01).

1500 pb

600

100

Figura 1. Fragmentos amplificados por PCR-Secuencial, utilizando los iniciadores
P1/P7 + R16mF2/R16mR1 y ADN de plantas de papa e insectos. Carril M:
Marcador de peso molecular Ladder 100, Carril 1: Testigo negativo (Agua MQ
estéril), Carril 2: Carsidara sp., Carril 3 B. cockerelli, Carril 4: C. tenellus Carril 5:
Muestra de papa infestada con Carsidara sp., Carril 6: Muestra de papa infestada
con B. cockerelli, Carril 7: Muestra de papa infestada con C. tenellus, Carril 8:

Testigo positivo.
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Figura 2. Porcentaje de transmision de fitoplasmas por insectos en plantas de papa

y su comparacién de medias, Tukey (P< 0.01).

Fechas de infestacion. Para el factor fecha de infestacion, no hubo diferencias
estadisticas significativas, por lo que se asume, que una vez que los insectos vectores
adquieren el fitoplasma y se vuelven infectivos de manera permanente, pueden
transmitirlo a las plantas sanas, en cualquiera de sus etapas fenoldgica (Figura 2); lo
anterior implica que B. cockerelli y C. tenellus fueron portadores y vectores de
fitoplasma para los meses en estudio de junio a agosto. Igualmente Carsidara sp.
resulto ser un portador de fitoplasma para este periodo de tiempo, aunque su eficacia de

transmisién fue menor.

Deteccion de fitoplasma en las plantas de papa. En la Figura 3 se puede observar el
porcentaje de plantas positivas a fitoplasmas en todas las fechas de infestacion, para
cada una de las especies de insectos que se utilizaron. Donde se observa que las plantas

infestadas con C. tenellus se detecto el fitoplasma en el 100 % de estas, en cada fecha de



infestacion. Para B. cockerelli en la primera y tercera fecha, el 75 % de las plantas
fueron positivas a fitoplasma, para la segunda fecha el 50 % de las plantas resultaron
positivas, mientras que para la cuarta infestacion fueron positivas el 100 % de las
plantas. En las plantas infestadas con Carsidara sp, Unicamente se detecto el 25 % de
plantas positivas a fitoplasma, en la primera y segunda infestacion respectivamente. En
las plantas que fueron infestadas con B. cockerelli y C. tenellus, se detecto fitoplasma a
los ocho dias después de que se realizd la infestacion, y se siguid detectando durante
todo el ciclo de vida de la planta, mientras que para Carsidara sp. solo se detect6 en el

ultimo muestreo de las dos primeras infestaciones.

C.tenellus O B. cockerelli B Carsidara sp.

100
801
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40
201

% de plantas con
fitoplasma

26ddp 38ddp 57ddp 71ddp

Infestaciones en Dias después de
plantacién (ddp)

Figura 3. Porcentaje de plantas de papa positivas a fitoplasma en cada una de las

infestaciones

Sintomas expresados por las plantas. Los sintomas se observaron a partir de los 65

dias despues de plantacion, momento en que las plantas se encontraban en estado



fisiologico de crecimiento de tubérculos. En las plantas infestadas con B. cockerelli,
(Figura 4 a, b y ¢) en tallos se observaron; tubérculos aéreos, acortamiento de
entrenudos, engrosamiento de nudos, tallos lefiosos y erectos, brotes anormales con la
base oblonga de color parpura y un vastago erecto clorotico y lefioso, en algunas plantas
los tubérculos aéreos fueron de color morado con pequefias hojas, conductos vasculares
necréticos café; las hojas manifestaron clorosis intervenal, nervaduras amarillas a
blanquecinas, enchinamiento en las hojas apicales aunando a esto una apariencia morada
sobre los bordes, que mas tarde se extendi6 hasta cubrir casi toda la hoja; finalmente, las
plantas presentaron marchitamiento, expresando un decaimiento apical hasta su muerte;
en tubérculos los sintomas fueron; tamafio pequefio, poca tuberizacion y de tamafio
pequefio, manchado interno necrético café, con incidencia de 100 %. Las plantas
infestadas con C. tenellus (Figura 5 a y b), presentaron tubérculos aéreos, de color
blanco a verde palido; el tejido vascular no present6 necrosis; en las hojas no se observo
ni amarillamiento ni color purpura, (las hojas fueron normales); en los tubérculos se tuvo
un efecto contrario a lo observado con B. cockerelli, ya que se manifestd una
proliferacion y produccion de tubérculos sin disminucion de su tamafio y ausencia de
necrosis. Las plantas infestadas con Carsidara sp. (Figura 5 ¢) no presentaron sintomas
en tallos y hojas, la produccion en nimero y tamafio de tubérculos fue normal, pero se

tuvo un 40 % de manchado.



a) Brote axilar b) Hojas moradas c) Tubérculos necroticos

Figura 3. sintomas en papa ocasionados por infestaciones con B. cockerelli (a, by

a) Tubérculos aéreos b) Brotes axilares c) Tubérculos necroticos

Figura 4. Sintomas en papa ocasionados por infestaciones de Chicharrita (a y b),
Carsidara sp (c)

Periodo de incubacion del fitoplasma transmitido por B. cockerelli. En la Figura 6
se presentan los resultados del analisis de regresién (P< 0.05), para el periodo de
incubacién del fitoplasma. Se aprecia que para la primera infestacion, el periodo de
incubacién fue de 39 dias; para la segunda y tercera fecha de infestacion, se tuvo una
incubacién de 27 y 26 dias respectivamente; para la ultima infestacion se tuvo una
incubacién de 12 dias, en esta ultima infestacion la planta tenia 71 dias después de
plantacion (ddp) y se encontraba en la etapa de crecimiento de tubérculos. Esto indica

que el periodo de incubacion desde que el insecto transmite el fitoplasma, hasta que se



observan los sintomas claros, depende del estado fisioldégico en que se encuentra la

planta al momento de ser infestada.
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Figura 6. Periodo incubacion del fitoplasma transmitido por B. cockerelli, desde la

infestacion hasta la aparicion de sintomas.

Unidades calor (UC) que se requirieron para la expresion de sintomas en plantas
infestadas con B. cockerelli. La Figura 7, es el resultado del andlisis de regresion
(P<0.05), donde se observa la influencia que tiene la temperatura sobre el periodo de
incubacién del fitoplasma en la planta. En las plantas que se infestaron a los 26 dias
después de plantacion (ddp) las plantas necesitaron 497.85 unidades calor (UC) para
que estas manifestaran los sintomas, mientras que las plantas que se infestaron a los 38 y
57 ddp necesitaron 354.8 y 364.2 UC respectivamente. Las plantas que se infestaron a
los 71 ddp, momento en que se encontraban en crecimiento de tubérculos, necesitaron

190.8 UC.
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Figura 7. Unidades calor que se requirieron para la expresion de sintomas en

plantas infestadas con B. cockerelli.

Discusion

Deteccion de fitoplasma en los insectos. Por medio de la técnica de PCR se detect6 en
B. cockerelli, Carsidara sp y C. tenellus la presencia de fitoplasma en el cuerpo de los
insectos, lo que lleva a afirmar que estos insectos son capaces de adquirir fitoplasma de
las plantas, donde se alimentan, lo cual concuerda con lo obtenido en laboratorio por
Vargas (2005), donde con la misma técnica detectd la presencia de fitoplasmas en
adultos de Carsidara sp., B. cockerelli, M. fascifrons, E. fabae y Oncometopia
nigricans. Munyaneza, (2005) reporto a C. tenellus vector de fitoplasmas causante de la

punta morada en Estados Unidos. Almeyda et al. 2004, también reportaron la presencia



de fitoplasmas en adultos de E. fabae y B. cockerelli determinando a este Gltimo, como

vector potencial de la punta morada de la papa.

Deteccidén de fitoplasma en las plantas de papa. La Figura 3, muestra que se
detectaron fitoplasmas en plantas de papa, ademéas permite observar diferentes
porcentajes de transmision por cada una de las especies de los insectos vectores, objeto
de estudio. El fitoplasma se detectd ocho dias después la infestacién en plantas
infestadas con B. cockerelli y C. tenellus, lo que concuerda con lo reportado por
Beanland et al. (1999) en lechuga utilizando a M. fascifrons. Sin embargo, con
Carsidara sp. se detectd la presencia de fitoplasma en el ultimo muestreo de las dos

primeras infestaciones.

Fechas de infestacion. Tanto B. cockerelli como la especie de C. tenellus fueron
infectivos durante los meses de junio — agosto, tiempo en que se realizaron las pruebas
de transmision a las plantas de papa. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Tanne et al. (2001), quienes detectaron fitoplasma en el cuerpo de las chicharritas O.
albicinctus y A. laevis todo el afio, pero solo transmitieron el fitoplasma a plantas de

papa y albaricoque de Junio a Septiembre.

Eficiencia de transmision. En las pruebas de transmision evaluada por sintomas y PCR
se encontré que B. cockerelli y C. tenellus fueron muy eficientes en la transmision,
infectando el 75 y 100 % de las plantas de papa respectivamente, lo cual posiblemente se
debid a la actividad fisiologica de los insecto y a la especificidad de cada uno de ellos.
Estos resultados concuerdan con Tanne et al. (2001), quienes detectaron fitoplasma en el
cuerpo y saliva de las chicharritas O. albacinctus y A. laevis e indican que transmitieron

el fitoplasma a albaricoque y papa, basandose en sintomas y pruebas de PCR. Los



resultados que se obtuvieron con Carsidara sp., indican que este insecto fue portador del
fitoplasma para todas las fechas de infestacion, pero que no fue eficiente vector del
patdgeno, ya que su efectividad fue de 12.5 % la cual es baja comparado con B.
cockerelli y C. tenellus, que tuvieron una eficiencia de 75 y 100 %. Lo que permite decir
que este insecto puede adquirir el fitoplasma de sus hospederos, pero tiene baja
eficiencia de transmision en papa, lo cual quizd se deba a mecanismos fisioldgicos,
especificidad del insecto o por la preferencia a hospedero, ya que la deteccion de
fitoplasmas en insectos por PCR, es un paso para la identificacion del patdgeno en el
insecto pero esto no es una evidencia clara y contundente de que el insecto sea capaz de
transmitirlo, lo cual concuerdan con Albanese et al. (1997); Danielli et al. (1996); Vega
et al, (1993), quienes refieren que algunos insectos tienen la habilidad de adquirir
fitoplasmas y espiroplasmas de las plantas infectadas, pero no son capaces de
transmitirla a otras plantas sanas. Por ejemplo Aphrodes bicinctus vector del
(amarillamiento del aster del Oeste) quien lo adquiri6 facilmente del aster y lo transmite
eficientemente a trébol y crisantemo, pero no al mismo aster. En el fitoplasma filodia del
trébol, el aster fue altamente susceptible cuando fueron inoculados por M. fascifrons
pero altamente resistente cuando se inocularon con A. bicinctus (Kunkel, 1926; Golino

etal., 1987).

En las plantas infestadas con B. cockerelli, los sintomas observados en los tallos y
hojas ya comentados, también fueron observados en plantas de papa por Wright et al.
(1980). En el mismo sentido, Garcia (1996), alude a los mismos sintomas observados
para los tubérculos. Banttari (1993), demostrd que existe una correlacion directa entre el

sindrome de la punta morada y el oscurecimiento de los tubérculos.



Los sintomas observados por la transmision de C. tenellus en tallos, segun Chang, 1998;
Chang y Lee, 1995 son un arreglo de sintomas causado por disturbios en el balance
normal de hormonas y reguladores de crecimientos en la planta. En las plantas
infectadas con Carsidara sp. como ya se menciono Unicamente se observdé manchado de
tubérculo pero sin que la planta manifestara sintomas foliares. De acuerdo al tipo de
sintomas observados en las plantas infectadas con cada una de las tres especies de
insectos, se puede decir que el manchado de tubérculos se debe probablemente a la
toxina inyectada por los insectos de la familia Psyllidae (Pletsch, 1947). y/o a la
expresion conjunta de toxina y el fitoplasma; ya que esto se observé en los tubérculos
obtenidos de plantas infestadas con B. cockerelli y Carsidara sp. donde estos
presentaron 100 y 40 % de manchado respectivamente. Efecto que no sucedio con los
tubérculos obtenidos de plantas infestadas con C. tenellus (Cicadellidae), a pesar de que
esta transmitio el fitoplasma en un 100 % de eficiencia, se tuvo 0 % de manchado de los
tubérculos. Lee et al. (1997), afirman que los sintomas inducidos por infecciones de
fitoplasmas tienen un efecto perjudicial claro, aunque algunas especies de plantas son
tolerantes o resistente a infecciones de fitoplasma, tales plantas pueden ser asintomaticas
0 presentar sintomas pocos severos. Blood et al. (1933), reportaron que los sintomas de
amarillamiento fueron inducidos en las plantas cuando en estas se alimentaron al menos

30 psilidos.

Periodo de incubacion. Los dias que necesita el fitoplasma para que la planta
manifieste los sintomas, concuerda parcialmente con lo encontrado por Bayer (2005),
que reportd que los sintomas se presentan de 10 — 25 dias después de la infestacion; en

el presente trabajo se encontr6 que los sintomas se expresaron de 12 — 39 dias. Para las



unidades calor el mismo autor reporta que la planta requiere de 150 UC para que
exprese los sintomas una vez que ha sido infestada, en este trabajo se encontrd que se
necesita 497.85 UC para las infestaciones tempranas y de 190.8 UC para las
infestaciones tardias, esto nos indica que la manifestacion de sintomas en papa, esta muy
asociada con la fisiologia de la planta, de tal manera que estos se inician posterior a la

tuberizacion, independientemente del tiempo de inoculacion.

Conclusiones. EI manchado de tubérculos Unicamente se presento en plantas de papa

infestadas con B. cockerelli y Carsidara sp. El periodo de incubacién de los fitoplasma

en las plantas de papa, estd mas influenciado por la etapa fenoldgica-fisiol6gica de las
plantas de papa, que por las condiciones del ambiente y se observo que el periodo de
incubacién es mayor en las infestaciones tempranas que en las tardias.
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CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo a los objetivos planteados y resultados obtenidos en esta
investigacion, se concluye lo siguiente:

e Se ratificé que B. cockerelli, Carsidara sp. y C. tenellus son portadores
de fitoplasma en papa.

e Carsidara sp., B. cockerelli y C. tenellus son vectores de fitoplasma en
papa y los dos ultimos una ves infectivos, transmiten fitoplasmas a estas
plantas en cualquiera de sus etapas fenolégicas.

e El periodo de incubacién del fitoplasma en plantas de papa fue de 39
dias, equivalentes a 497.85 UC, cuando la infestacion se realiz6 a los 26
ddp y de 12 dias que es igual a 190.8 UC cuando la infestacion se
realiz6 a los 71 ddp, esto nos confirma que el periodo de incubacién esta
mas influenciado por la etapa fenoldgica-fisiologica de las plantas de
papa, que por las condiciones fisicas del ambiente.

e Los sintomas de punta morada se manifestaron Unicamente en plantas
de papa infestada con B. cockerelliy C. tenellus.

e El manchado de tubérculos se presento, Unicamente en plantas de papa

infestadas con B. cockerelli y Carsidara sp.
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Cuadro 1. Andlisis de varianza en bloques al azar para las variables

eficiencia de transmision por insectos y fechas de infestacion



FV GL SC CM F P>F
Tratamiento | 2 16250.0 8125.00 29.25%* 0.001
Bloques 3 208.3320 69.444 0.25NS 0.859
Error 6 1666.6679 | 277.777

Total 11 18125.00

CV.= 26.67%

Cuadro 2. Incidencia de plantas de papa positivas a fitoplasma en cada

una de las infestaciones.

ddp = dias después de plantacion, momento en que realizo la infestacion

% de plantas positivas fitoplasma

infestaciones

lra 2da 3ra 4ta
Insectos 26 ddp 38 ddp 57 ddp 71 ddp
C. tenellus 100 100 100 100
B. cockerelli 75 50 75 100
Carsidara sp. 25 25 0 0

Cuadro 3. Analisis de varianza para regresion lineal para los fitoplasmas
transmitido por B. cockerelli, entre la fecha de infestacion y manifestacién

de sintomas.

Ixv




ANALISIS DE

VARIANZA
Promedio Valor
Grados de Suma de de los critico de

FV libertad cuadrados | cuadrados F F
Regresion 319.869347 | 319.869347 | 13.8679739 | 0.06514174
Residuos 46.1306533 | 23.0653266
Total 366

R°=0.874

Cuadro 4. Andlisis de varianza para regresion lineal entre incubacién en

unidades calor que se requirieron para la expresion de sintomas y fechas

de infestacion en plantas infestadas con B. cockerelli.

ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio Valor
Grados de Suma de de los critico de
FVv libertad cuadrados | cuadrados F F
Regresion 39120.9299 | 39120.9299 | 9.43425246 | 0.09165703
Residuos 8293.38202 | 4146.69101
Total 47414.3119
R°=0.8766

INTRODUCCION

El cultivo de papa es afectado, entre otras, por las enfermedades conocidas como punta

morada y brote de hilo. Ambas estan relacionadas entre si, pero asociadas a diferentes
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etapas del cultivo. En México, la punta morada ha sido catalogada como la segunda
enfermedad de mayor importancia (sélo despues del tizon tardio) (Martinez et al., 1999).
Sin embargo, durante los afios 2003 y 2004, la incidencia de esta enfermedad se
increment6 considerablemente, llegando al 100% en algunas areas productoras de papa,
como ocurri6 en la region sur de Coahuila y Nuevo Leon, ya que el rendimiento se redujo
hasta en 90% en algunos cultivares y los lotes que lograron cosecharse, presentaron un
manchado interno en los tubérculos que no tuvieron valor comercial, por lo que las
pérdidas fueron practicamente del 100 % (Flores et al., 2004). La primera referencia
académica sobre fitoplasma en los Estados Unidos, data de 1915 (Younkin, 1943).
Kunkel en 1926, describid la primera enfermedad de amarillamiento asociandola a virus,
razén por la que antes de 1967, todas las enfermedades de las plantas que presentaban
sintomas de amarillamiento fueron asociadas a virus. En ese mismo afio Doi y su grupo
de colaboradores observaron por primera vez a los fitoplasmas en tejidos vegetales,
eliminando el concepto de ser causadas por virus (Doi et al., 1967). Actualmente los
fitoplasmas han sido asociados a cientos de enfermedades en las plantas (McCoy et al.,
1989), originalmente se les denomind como organismos tipo a micoplasmas (MLO’s)
(Haggins y Sinha, 1978). Los fitoplasmas son transmitidos por injertos y por insectos
vectores que se alimentan del floema; algunas familias de insectos en las que se
encuentran los géneros vectores de fitoplasma son Cicadellidae, Fulgoridae y Psyllidae.
En Europa los psilidos han sido reportados como vectores de enfermedades en arboles
frutales (Caudwell y Larrue, 1977; Maixner y Reiner, 1999; Boudon et al., 1989; Fos et
al., 1986; Fos et al., 1992; Sforza et al., 1998), sin embargo, muchos insectos pueden

adquirir los fitoplasmas y espiroplasmas de las plantas infectadas, pero no son capaces de
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transmitirlos a plantas sanas (Albanese et al., 1997). La distribucién y progreso de las
enfermedades causadas por fitoplasmas estdn muy influenciada por la densidad de
indculo y la actividad de los vectores; asi, el fitoplasma del amarillamiento del Aster es
transmitido por Macrosteles fascifrons a mas de 200 especies de plantas pertenecientes a
diferentes familias boténicas (McCoy et al., 1989). Tanne et al. (2001) encontraron que
los cicadelidos Orosius albacinctus y Anaceratagallia laevis transmitieron fitoplasma a
albaricoque y papa, detectando también el fitoplasma en la saliva secretada por el insecto.
Ramirez y Ramos (1978), en un estudio realizado en Texcoco, México, reportan a las
chicharritas asociadas a la papa (Agallia barreti, Aceratagallia fuscoscripta, Idiocerus
sp., Draeculachephala crassicornis, Carneochepala sagittifera, Keonella confluens y
Empoasca fabae), como probables transmisores de la punta morada. En México, en afios
recientes, se han detectado dafios por Bactericerca cockerelli (Hemiptera: Psyllidae) en
casi todas las zonas productoras de papa, (con excepcion de Sonora, Sinaloa y Jalisco),
estimando que afecta el 70 % de la superficie sembrada (Rubio et al., 2002). Martinez et
al. (1999), reportaron que en México las pérdidas ocasionadas por la punta morada de la
papa varia del 30 al 100 %, afectando ademas la viabilidad de los tubérculos que se usan
como semilla en el siguiente ciclo. Debido a que existe poca informacién cientifica
relacionada con los vectores de los fitoplasmas que afectan a la papa en México y sus
periodos de incubacion, desde la infestacion hasta la expresion de sintomas, se plante0 el
presente trabajo de investigacion para generar informacion cientifica, que impacte en la
generacion de alternativas de manejo de la enfermedad; para llevar acabo esto, se

plantearon los siguientes objetivos: a) determinar si B. cockerelli, Carsidara sp. y C.
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tenellus son capaces de transmitir fitoplasmas a plantas de papa y b) conocer el periodo

de incubacion de los fitoplasmas transmitidos por B. cockerelli.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de los insectos.- Los insectos que se utilizaron por considerarlos probables
vectores de fitoplasma fueron B. cockerelli., Carsidara sp. (Homoptera: Psyllidae) y C.
tenellus (Cicadellidae). Los especimenes de B. cockerelli se colectaron en un lote donde
el 100 % de las plantas de papa presentaban sintomas de punta morada; insectos del
género Carsidara sp. se colectaron en plantas cominmente conocido como hojasén
(Flourensia cernua), en San Rafael, Nuevo Ledn. Los especimenes de C. tenellus se
colectaron de maleza y papas mostrencas del Rancho el Poleo, ubicado en Huachichil,
Arteaga, Coahuila, en un lote donde el ciclo anterior se cultivd papa y que fue
severamente afectado por la punta morada. Los insectos se colocaron en vasos
desechables cubiertos con tela de organza sujetada con una banda de caucho y se
confinaron en un recipiente térmico con hielo para inactivarlos y trasladarlos al
invernadero del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autébnoma Agraria

Antonio Narro (UAAAN), con el objeto de infestar a las plantas de papa axénicas.

Manejo e infestacion de plantas sanas. Se utilizaron plantulas de papa variedad
Mundial, obtenidas de un laboratorio de cultivos de tejidos certificado, para garantizar
plantas libres de fitopatdgenos. Las plantulas se aclimataron en recipientes de 0.237 kg,
conteniendo como sustrato musgo de pantano estéril, durante 15 dias, a 20 °C y luz
artificial continua. Posteriormente, estas se trasplantaron el 10 de junio de 2005 a camas
del invernadero cubiertas con propileno, colocando cuatro plantas para cada una de las

cuatro fechas de infestacién dando un total de 16 plantas por insecto evaluado. La
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colocacion de cada tipo de insecto se realiz6 en plantas de una sola cama para evitar
cualquier mezcla entre insectos, las fechas de infestacion fueron a los 12, 21, 40 y 54 dias
después del transplante, colocando 10 especimenes de cada especie de insecto por planta,
manteniéndose en observacion para cuantificar los dias y registrar cuando aparecian los
sintomas de la enfermedad.

Los insectos murieron en 48 horas. Por cada fecha de infestacion se conservaron
muestras de insectos a los que posteriormente se analizaron por PCR, con el objeto de
determinar si eran portadores del fitoplasma. En el invernadero se colocd un termémetro
de méximas y minimas, para relacionar los tiempos en que se presentaron los sintomas
cuando la transmision fue positiva. La transformacion de la temperatura a unidades calor
se realizo por medio de la formula; UC = Temperatura maxima+ Temperatura minima/2
— UTI (10 °C). (UC = unidades calor, UTI = umbral de temperatura inferior de la planta
de papa).

Andlisis de laboratorio. De cada fecha de infestacion y de cada tratamiento, se tomaron
muestras de brotes axilares, tallos, estolones y hojas cada ocho dias iniciando
inmediatamente después de la infestacion hasta el final del ciclo del cultivo. La
extraccion de ADN y pruebas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se
realizaron en el laboratorios de Parasitologia Molecular de la UAAAN y de la Unidad de

Investigacion en Biologia Celular y Molecular del Instituto Nacional de Investigacion
Forestal, Agricola y Pecuaria (INIFAP), ubicado en la Facultad de Ciencias Biologicas
de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. La técnica de extraccion de &cidos

nucleicos (ADN) para las muestras, fue la descrita por Almeyda et al., (2001). En la
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extraccion de ADN de las plantas se utilizaron 250 miligramos de tejido vegetal y en
insectos se utilizaron 20 especimenes por muestra.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). La deteccion de los fitoplasmas se
realiz6 por medio de la técnica de PCR en su modalidad de PCR-Secuencial. En el primer
ciclo de amplificacion se utiliz6 el par de iniciadores P1/P7 a (5-
AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3'/5-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3") yen el
segundo ciclo se utiliz6 el par de iniciadores R16mF2/R16mR1 (5'-
CATGCAAGTCGAACGGA-3'/5° CTTAACCCCAATCATCGAC-3"). Las PCR’s se
realizaron en un volumen final de 25 pl, usando 50 ng de ADN, 12.5 pMoles de cada
iniciador, solucion de PCR al 1X, MgCl, a 2mM, dNTP’s a 200 uM y 1.5U de Tag-
Polimerasa. En el segundo ciclo de amplificacion se realizé una dilucion 2:40 del primer
ciclo de amplificaciones y se utilizaron 2ul como DNA molde. Las PCR’s se realizaron
en un termociclador MJ Research con el programa: un ciclo inicial de desnaturalizacion a
94 °C por dos minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por un minuto,
alineamiento a 50 °C por 30 segundos, extensién a 72 °C por un minuto y 30 segundos y
un ciclo final a 72 °C por 10 minutos. Los productos de las PCR’s fueron fraccionados
en un gel de agarosa al 1.5 %, el cual se tifio con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y

visualizado en un transluminador de luz UV.

Analisis estadistico. Se realiz6 un analisis estadistico a las variables, eficiencia de
transmision y fecha de infestacion; para esto se utilizd un disefio blogues al azar,
realizandose despues una prueba de Tukey al (P> 0.01). Para el periodo de incubacion en
dias y unidades calor, se realizo una regresion lineal simple (P<0.05), relacionando edad

de las plantas en que fueron infectadas y dias en que se expresaron los sintomas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccién de fitoplasmas en papa e insectos y su transmision a plantas de papa. En
la Figura 1 se muestra una fotografia en la que se observa la amplificacion de secuencias
especificas de ADN de fitoplasmas. Los carriles 2, 3 y 4 corresponde a muestras de los
insectos en estudio (Carsidara sp., B. cockerelli, y C. tenellus), los carriles 5, 6 y 7
corresponden a muestras de plantas de papa infestadas con cada una de las especies de
insectos respectivamente, donde se corrobora que estos insectos transmiten el fitoplasma
a plantas de papa. La Figura 2 representa el porcentaje de eficiencia con la que los
insectos pueden transmitir el fitoplasma a plantas de papa. Se observa que B. cockerelli y
C. tenellus fueron mas eficientes en la transmision de fitoplasma que Carsidara sp. con

75, 100 y 12.5 % de eficiencia de transmision respectivamente. Estadisticamente B.

cockerelli y C. tenellus fueron iguales (Tukey P< 0.01).

1500 pb

600

100

Figura 1. Fragmentos amplificados por PCR-Secuencial, utilizando los iniciadores
P1/P7 + R16mF2/R16mR1 y ADN de plantas de papa e insectos. Carril M:
Marcador de peso molecular Ladder 100, Carril 1: Testigo negativo (Agua MQ
estéril), Carril 2: Carsidara sp., Carril 3 B. cockerelli, Carril 4: C. tenellus Carril 5:
Muestra de papa infestada con Carsidara sp., Carril 6: Muestra de papa infestada
con B. cockerelli, Carril 7: Muestra de papa infestada con C. tenellus, Carril 8:
Testigo positivo.
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Figura 2. Porcentaje de transmision de fitoplasmas por insectos en plantas de papa

y su comparacién de medias, Tukey (P< 0.01).

Fechas de infestacion. Para el factor fecha de infestacion, no hubo diferencias
estadisticas significativas, por lo que se asume, que una vez que los insectos vectores
adquieren el fitoplasma y se vuelven infectivos de manera permanente, pueden
transmitirlo a las plantas sanas, en cualquiera de sus etapas fenoldgica (Figura 2); lo
anterior implica que B. cockerelli y C. tenellus fueron portadores y vectores de fitoplasma
para los meses en estudio de junio a agosto. Igualmente Carsidara sp. resulté ser un
portador de fitoplasma para este periodo de tiempo, aunque su eficacia de transmision fue

menaor.

Deteccion de fitoplasma en las plantas de papa. En la Figura 3 se puede observar el
porcentaje de plantas positivas a fitoplasmas en todas las fechas de infestacion, para cada
una de las especies de insectos que se utilizaron. Donde se observa que las plantas

infestadas con C. tenellus se detecto el fitoplasma en el 100 % de estas, en cada fecha de
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infestacion. Para B. cockerelli en la primera y tercera fecha, el 75 % de las plantas
fueron positivas a fitoplasma, para la segunda fecha el 50 % de las plantas resultaron
positivas, mientras que para la cuarta infestacion fueron positivas el 100 % de las plantas.
En las plantas infestadas con Carsidara sp, Unicamente se detectd el 25 % de plantas
positivas a fitoplasma, en la primera y segunda infestacion respectivamente. En las
plantas que fueron infestadas con B. cockerelli y C. tenellus, se detecto fitoplasma a los
ocho dias después de que se realizé la infestacion, y se siguio detectando durante todo el
ciclo de vida de la planta, mientras que para Carsidara sp. solo se detect6 en el ultimo

muestreo de las dos primeras infestaciones.

@ C.tenellus O B. cockerelli B Carsidara sp.

100
801
60
40
201

% de plantas con
fitoplasma

26ddp 38ddp 57ddp 71ddp

Infestaciones en Dias después de
plantacién (ddp)

Figura 3. Porcentaje de plantas de papa positivas a fitoplasma en cada una de las

infestaciones

Sintomas expresados por las plantas. Los sintomas se observaron a partir de los 65 dias

después de plantacion, momento en que las plantas se encontraban en estado fisiologico
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de crecimiento de tubérculos. En las plantas infestadas con B. cockerelli, (Figura4 a, by
c) en tallos se observaron; tubérculos aéreos, acortamiento de entrenudos, engrosamiento
de nudos, tallos lefiosos y erectos, brotes anormales con la base oblonga de color purpura
y un véastago erecto clorotico y lefioso, en algunas plantas los tubérculos aéreos fueron de
color morado con pequefias hojas, conductos vasculares necrdticos café; las hojas
manifestaron clorosis intervenal, nervaduras amarillas a blanquecinas, enchinamiento en
las hojas apicales aunando a esto una apariencia morada sobre los bordes, que mas tarde
se extendid hasta cubrir casi toda la hoja; finalmente, las plantas presentaron
marchitamiento, expresando un decaimiento apical hasta su muerte; en tubérculos los
sintomas fueron; tamafio pequefio, poca tuberizacion y de tamafio pequefio, manchado
interno necrotico café, con incidencia de 100 %. Las plantas infestadas con C. tenellus
(Figura 5 a y b), presentaron tubérculos aéreos, de color blanco a verde pélido; el tejido
vascular no presentd necrosis; en las hojas no se observé ni amarillamiento ni color
purpura, (las hojas fueron normales); en los tubérculos se tuvo un efecto contrario a lo
observado con B. cockerelli, ya que se manifestd una proliferacion y produccién de
tubérculos sin disminucion de su tamafio y ausencia de necrosis. Las plantas infestadas
con Carsidara sp. (Figura 5 ¢) no presentaron sintomas en tallos y hojas, la produccién

en nimero y tamafo de tubérculos fue normal, pero se tuvo un 40 % de manchado.
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a) Brote axilar b) Hojas moradas c) Tubérculos necroticos

Figura 3. sintomas en papa ocasionados por infestaciones con B. cockerelli (a, by c).

a) Tubérculos aéreos b) Brotes axilares c) Tubérculos necroéticos

Figura 4. Sintomas en papa ocasionados por infestaciones de C. tenellus (a y b),
Carsidara sp (c)

Periodo de incubacion del fitoplasma transmitido por B. cockerelli. En la Figura 6 se
presentan los resultados del analisis de regresion (P< 0.05), para el periodo de incubacion
del fitoplasma. Se aprecia que para la primera infestacion, el periodo de incubacion fue
de 39 dias; para la segunda y tercera fecha de infestacion, se tuvo una incubacién de 27 y
26 dias respectivamente; para la ultima infestacion se tuvo una incubacién de 12 dias, en
esta ultima infestacion la planta tenia 71 dias después de plantacion (ddp) y se encontraba
en la etapa de crecimiento de tubérculos. Esto indica que el periodo de incubacién desde
que el insecto transmite el fitoplasma, hasta que se observan los sintomas claros, depende

del estado fisioldgico en que se encuentra la planta al momento de ser infestada.
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Figura 6. Periodo incubacién del fitoplasma transmitido por B. cockerelli, desde la

infestacion hasta la aparicion de sintomas.

Unidades calor (UC) que se requirieron para la expresion de sintomas en plantas
infestadas con B. cockerelli. La Figura 7, es el resultado del analisis de regresion
(P<0.05), donde se observa la influencia que tiene la temperatura sobre el periodo de
incubacion del fitoplasma en la planta. En las plantas que se infestaron a los 26 dias
después de plantacion (ddp) las plantas necesitaron 497.85 unidades calor (UC) para que
estas manifestaran los sintomas, mientras que las plantas que se infestaron a los 38 y 57
ddp necesitaron 354.8 y 364.2 UC respectivamente. Las plantas que se infestaron a los 71
ddp, momento en que se encontraban en crecimiento de tubérculos, necesitaron 190.8

UC.
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Figura 7. Unidades calor que se requirieron para la expresion de sintomas en

plantas infestadas con B. cockerelli.

Discusion

Deteccion de fitoplasma en los insectos. Por medio de la técnica de PCR se detectd en
B. cockerelli, Carsidara sp y C. tenellus la presencia de fitoplasma en el cuerpo de los
insectos, lo que lleva a afirmar que estos insectos son capaces de adquirir fitoplasma de
las plantas, donde se alimentan, lo cual concuerda con lo obtenido en laboratorio por
Vargas (2005), donde con la misma técnica detecto la presencia de fitoplasmas en adultos
de Carsidara sp., B. cockerelli, M. fascifrons, E. fabae y Oncometopia nigricans.
Munyaneza, (2005) reportd a C. tenellus vector de fitoplasmas causante de la punta

morada en Estados Unidos. Almeyda et al. 2004, también reportaron la presencia de
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fitoplasmas en adultos de E. fabae y B. cockerelli determinando a este Gltimo, como

vector potencial de la punta morada de la papa.

Deteccidn de fitoplasma en las plantas de papa. La Figura 3, muestra que se detectaron
fitoplasmas en plantas de papa, ademés permite observar diferentes porcentajes de
transmision por cada una de las especies de los insectos vectores, objeto de estudio. El
fitoplasma se detecté ocho dias después la infestacion en plantas infestadas con B.
cockerelli y C. tenellus, lo que concuerda con lo reportado por Beanland et al. (1999) en
lechuga utilizando a M. fascifrons. Sin embargo, con Carsidara sp. se detectd la

presencia de fitoplasma en el ultimo muestreo de las dos primeras infestaciones.

Fechas de infestacion. Tanto B. cockerelli como la especie de C. tenellus fueron
infectivos durante los meses de junio — agosto, tiempo en que se realizaron las pruebas de
transmision a las plantas de papa. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Tanne et al. (2001), quienes detectaron fitoplasma en el cuerpo de las chicharritas O.
albicinctus y A. laevis todo el afio, pero solo transmitieron el fitoplasma a plantas de papa

y albaricoque de Junio a Septiembre.

Eficiencia de transmisién. En las pruebas de transmision evaluada por sintomas y PCR
se encontr6 que B. cockerelli y C. tenellus fueron muy eficientes en la transmision,
infectando el 75y 100 % de las plantas de papa respectivamente, lo cual posiblemente se
debid a la actividad fisiologica de los insecto y a la especificidad de cada uno de ellos.
Estos resultados concuerdan con Tanne et al. (2001), quienes detectaron fitoplasma en el
cuerpo Yy saliva de las chicharritas O. albacinctus y A. laevis e indican que transmitieron
el fitoplasma a albaricoque y papa, basandose en sintomas y pruebas de PCR. Los

resultados que se obtuvieron con Carsidara sp., indican que este insecto fue portador del
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fitoplasma para todas las fechas de infestacion, pero que no fue eficiente vector del
patdgeno, ya que su efectividad fue de 12.5 % la cual es baja comparado con B.
cockerelli y C. tenellus, que tuvieron una eficiencia de 75 y 100 %. Lo que permite decir
que este insecto puede adquirir el fitoplasma de sus hospederos, pero tiene baja eficiencia
de transmision en papa, lo cual quizé se deba a mecanismos fisioldgicos, especificidad
del insecto o por la preferencia a hospedero, ya que la deteccion de fitoplasmas en
insectos por PCR, es un paso para la identificacion del patégeno en el insecto pero esto
no es una evidencia clara y contundente de que el insecto sea capaz de transmitirlo, lo
cual concuerdan con Albanese et al. (1997); Danielli et al. (1996); Vega et al, (1993),
quienes refieren que algunos insectos tienen la habilidad de adquirir fitoplasmas y
espiroplasmas de las plantas infectadas, pero no son capaces de transmitirla a otras
plantas sanas. Por ejemplo Aphrodes bicinctus vector del (amarillamiento del aster del
Oeste) quien lo adquiri6 facilmente del aster y lo transmite eficientemente a trébol y
crisantemo, pero no al mismo aster. En el fitoplasma filodia del trébol, el aster fue
altamente susceptible cuando fueron inoculados por M. fascifrons pero altamente

resistente cuando se inocularon con A. bicinctus (Kunkel, 1926; Golino et al., 1987).

En las plantas infestadas con B. cockerelli, los sintomas observados en los tallos y hojas
ya comentados, también fueron observados en plantas de papa por Wright et al. (1980).
En el mismo sentido, Garcia (1996), alude a los mismos sintomas observados para los
tubérculos. Banttari (1993), demostrd que existe una correlacion directa entre el sindrome

de la punta morada y el oscurecimiento de los tubérculos.

Los sintomas observados por la transmision de C. tenellus en tallos, segun Chang, 1998;

Chang y Lee, 1995 son un arreglo de sintomas causado por disturbios en el balance
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normal de hormonas y reguladores de crecimientos en la planta. En las plantas infectadas
con Carsidara sp. como ya se menciono Unicamente se observd manchado de tubérculo
pero sin que la planta manifestara sintomas foliares. De acuerdo al tipo de sintomas
observados en las plantas infectadas con cada una de las tres especies de insectos, se
puede decir que el manchado de tubérculos se debe probablemente a la toxina inyectada
por los insectos de la familia Psyllidae (Pletsch, 1947). y/o a la expresion conjunta de
toxina y el fitoplasma; ya que esto se observo en los tubérculos obtenidos de plantas
infestadas con B. cockerelli y Carsidara sp. donde estos presentaron 100 y 40 % de
manchado respectivamente. Efecto que no sucedié con los tubérculos obtenidos de
plantas infestadas con C. tenellus (Cicadellidae), a pesar de que esta transmitio el
fitoplasma en un 100 % de eficiencia, se tuvo 0 % de manchado de los tubérculos. Lee et
al. (1997), afirman que los sintomas inducidos por infecciones de fitoplasmas tienen un
efecto perjudicial claro, aunque algunas especies de plantas son tolerantes o resistente a
infecciones de fitoplasma, tales plantas pueden ser asintomaticas o presentar sintomas
pocos severos. Blood et al. (1933), reportaron que los sintomas de amarillamiento fueron

inducidos en las plantas cuando en estas se alimentaron al menos 30 psilidos.

Periodo de incubacion. Los dias que necesita el fitoplasma para que la planta manifieste
los sintomas, concuerda parcialmente con lo encontrado por Bayer (2005), que reportd
que los sintomas se presentan de 10 — 25 dias después de la infestacion; en el presente
trabajo se encontré que los sintomas se expresaron de 12 — 39 dias. Para las unidades
calor el mismo autor reporta que la planta requiere de 150 UC para que exprese los
sintomas una vez que ha sido infestada, en este trabajo se encontrd que se necesita 497.85

UC para las infestaciones tempranas y de 190.8 UC para las infestaciones tardias, esto
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nos indica que la manifestacion de sintomas en papa, esta muy asociada con la fisiologia
de la planta, de tal manera que estos se inician posterior a la tuberizacion,

independientemente del tiempo de inoculacion.

Conclusiones. EI manchado de tubérculos Unicamente se presento en plantas de papa
infestadas con B. cockerelli y Carsidara sp. El periodo de incubacién de los fitoplasma
en las plantas de papa, estd mas influenciado por la etapa fenoldgica-fisioldgica de las
plantas de papa, que por las condiciones del ambiente y se observo que el periodo de

incubacién es mayor en las infestaciones tempranas que en las tardias.
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